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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、細胞外マトリックスの主要なプロテオグリカン、Vcanの病態におけ
る役割を明らかにすることである。Vcanの局所発現を欠失させる遺伝子改変マウス実験系や機能回復実験を通じ
て、腫瘍間質に発現するVcanが腫瘍増殖抑制効果を有すること、その機能ドメインがG1とG3に存在することがわ
かった。Vcan沈着量と腫瘍間質のコラーゲン線維ならびに線維芽細胞数が正の相関を示すことが確認できた。ま
た別のVcan遺伝子改変マウスの解析からVcanが胎生期の真皮形成に重要な役割を果たすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Versican (Vcan) is a large chondroitin sulfate proteoglycan in the 
extracellular matrix (ECM). Here, we report that Vcan inhibits tumor growth. Local depletion of 
stromal Vcan expression in Vcan<flox/flox> mice by infecting cre-expressing adenoviruses facilitates
 growth of QRsP11 fibrosarcoma cells, which is observed as early as day 7, followed by tumor 
angiogenesis as early as day 14. Loss of local Vcan decreases tumor stroma including fibroblasts and
 dense collagen fibers, and alters localization of TGFbeta;. These results demonstrate that stromal 
Vcan inhibits tumor growth by maintaining the ECM structure and TGFbeta-signaling.  We also analyzed
 Vcan<delta3/delta3> embryos, whose Vcan lacks the A subdomain of the G1 domain and exhibits less 
hyaluronan-binding activity, and found that Vcan plays an important role in formation of dermis. 
These results clearly demonstrate that Vcan contributes to ECM formation.

研究分野： 分子病理学

キーワード： プロテオグリカン　バーシカン　遺伝子改変マウス　創傷治癒　がん微小環境
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生体内組織には必ず細胞外に細胞外マトリ
ックス（extracellular matrix、以下 ECM）
と呼ばれる構造体が存在し、組織形態を維持
すると共に種々の生理活性分子の貯留・蓄積
と濃度勾配の形成を通じて細胞挙動を制御し
ている。ECM において、主としてコラーゲン
からなる線維成分が組織骨格を構築するのに
対し、線維間隙を充填するプロテオグリカン、
ヒアルロン酸、その他の糖蛋白質は生理活性
分子との特異的結合作用を通じて細胞機能を
制御する。ECMのプロテオグリカン群のうち、
巨大コンドロイチン硫酸プロテオグリカンと
して知られるバーシカン（versican、以下
Vcan）は、その普遍的発現、他の ECM 分子群
との特異的結合能、培養系にて観察される細
胞挙動制御作用、遺伝子欠損マウスが重篤な
表現型を呈するという事実（Mjaatvedt CH, et 
al., Dev Biol, 1998）から、ECM において主
体的機能を果たすプロテオグリカンと考えら
れている。 
 Vcan を世界で初めて発見した本研究室で
は Vcan のノックインマウス（VcanΔ3/Δ3）と
コンディショナルノックアウト（cKO）マウ
スを駆使して同分子の構造と機能に関する
研究を遂行し、同分子が心内膜間葉転換
(Endocardial Epithelial Mesenchymal 
Transformation、Endocardial EMT)による心
形態形成、心内膜細胞の遊走と心室中隔形成、
心筋細胞の分化等、心形成の各段階において
TGFβや BMP のシグナルを介して重要な役割
を有すること（業績 2）、Vcan がヒアルロン
酸との結合によって CD44 を介したシグナル
伝達を制御すること（業績 15、16）、軽度の
軟骨形成遅延と四肢指関節の形成異常を呈
することを見出し、その詳細な解析結果から
同分子が TGFβの細胞外集積に重要な役割を
果たしていることを明らかにした（業績 10）。
さらに申請者は、アレルギー性皮膚炎、皮膚
創傷治癒、骨折治癒等のモデル実験を通じて
病態における同分子の関与を明らかにする
という研究計画を立案し、平成 22~24 年度科
学研究費補助金・基盤 Bの支援を受け研究を
進めてきた。当初はタモキシフェン投与によ
り Vcan を欠失する CAG-CreER/Vcanflox/-マウ
ス系の樹立を目指したが漏出的(leaky)Cre
発現のため成獣の実験群の獲得が困難であ
ることが判明し、その後予定を変更し Cre 発
現アデノウイルス（Ad-Cre）を用いた部位特
異的 Vcan 発現欠失系を確立した。アレルギ
ー性皮膚炎モデルでは炎症の程度に個体差
が大きく、また骨折モデルでは Ad-Cre の局
所への効率的感染が困難であったが、皮膚創
傷治癒実験を行ったところ、Vcan 欠失により
治癒が遅延することを見出した。形態学的観
察からこの遅延にはコラーゲン線維形成の

低下と血管新生の遅延が関与しているもの
と思われた（未発表）。この観察結果は、Vcan
がまさに病態におけるECMの変容と組織改築
の中核的役割を果たしていることを示唆し
ている。しかしながら創傷治癒過程において
Vcan が重要な役割を果たしているとの端緒
は掴んだものの、その作用機構の解明には至
っていない。 
 Vcan は、組織発生・器官形成期において細
胞凝集部位に一過性に高発現して細胞分化を
促進する一方、成人・成獣においては殆ど全
ての組織に存在して ECM の構造分子として細
胞外微小環境の維持に働く。同分子のコア蛋
白質は両端に球状ドメインを、中央にコンド
ロイチン硫酸付加ドメインを持ち、N-末端の
G1 ドメインはヒアルロン酸と、C-末端の G3
ドメインはテネイシン（tenascins）、フィブ
リ リ ン （ fibrillins ）、 フ ィ ビ ュ リ ン
（fibulins）等の ECM 分子とそれぞれ結合す
る。また Vcan には４つのバリアント（V0、V1、
V2、V3）が存在し、これらのバリアントの発
現を変化させることによって一分子の持つCS
鎖の本数を調節していると考えられる（図1）。
これらドメイン構造の機能から、Vcan は、(1) 
G1ドメインによるヒアルロン酸高次構造形成
を介したシグナル制御、(2) コンドロイチン
硫酸の生理活性分子結合活性に基づくシグナ
ル制御、(3)G3 ドメインと他の ECM 分子との
複合体による成長因子（特に TGFβ）の貯留
と分配という３つの作用点を介して ECM 構築
と細胞挙動制御に寄与していると推測される
（図 2）。 
 これまでに明らかにされた Vcan の性状と
機能から、上記の病態において Vcan は 3 つ
の作用点を複合的に駆使して機能を発揮し
ていると思われるが、その作用機構の解明に
は更なる詳細な検討が必要である。是非、本
研究を発展させ各種病態における Vcan の機
能を解明し、機能ドメインを同定すべく今回、
引き続き当該研究費補助事業に申請するこ
ととした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細胞外マトリックスの主

要なプロテオグリカン、Vcan の生体内機能と
その作用機構を解明することである。胎生期
の器官形成・組織発生における Vcan の役割
を明らかにしてきた申請者は、近年病態の発
症と進展における同分子の役割を研究し、同
分子の欠失によって創傷治癒が遅延するこ
とを見出した。これを端緒に今回、トランス
ジェニックマウスによる機能回復実験を行
い、Vcan の病態制御機構の解明と機能ドメイ
ンの同定を目指す。Cre 酵素発現アデノウイ
ルスを用いた部位特異的 Vcan 発現欠失マウ
ス系は確立済みであり本研究は支障なく遂
行できる。当該マウス系と多面的解析技術を



駆使して研究を展開できるのは本申請者の
みであり、細胞外プロテオグリカンの生体内
機能を証明できるのは本研究しかない。 
 
３．研究の方法 
研究Ⅰ．腫瘍の増殖における宿主間質 Vcan
の機能 
 生後約 6-8 週齢の Vcanflox/flox マウスに
Ad-Cre（サンプル群）あるいは Ad-GFP（対照
群）溶液に懸濁した QRsP11 線維肉腫細胞株
を皮下移植し、腫瘍の増殖を以下の手順で解
析した。 
１．（１）腫瘍塊の大きさの経時的観察を行い、
移植７、14、21 日目に腫瘍塊を採取し腫瘍径
と重量を測定した。（２）上記の腫瘍塊を 10％
中性緩衝ホルマリンあるいは4%パラホルムア
ルデヒド/PBS 溶液に 24－48 時間浸漬し、パ
ラフィンブロックを作製した。同ブロックを
薄切、未染スライドを調製し、通常の組織学
的染色（ヘマトキシリン・エオジン、アルシ
ャンブルー、エラスチカワンギーソン、マッ
ソン・トリクローム等）を行った。（３）さら
に免疫染色を行った。対象としては、ECM 分
子群（Vcan、デコリン、Ⅰ型コラーゲン、エ
ラスチン、フィブリリン等）、TGFβ関連分子
群 （ LAP-TGF β 、 T β R Ⅱ 、 Smad2/3 、
phospho-Smad2/3 等）、ヒアルロン酸シグナル
関連分子群（CD44 等）、血管新生関連分子群
（CD31、CD34、smooth muscle action 等）に
ついて免疫染色を行い、またヒアルロン酸に
関してはビオチン化ヒアルロン酸結合分子
（b-HABP）を用いて各分子の発現強度と局在
を検討した。 
２．Vcan の G1-G3 ドメインから成る V3 バリ
アントを恒常性に発現する QRsP11 細胞
（QRsP11-V3）を作製し、上記同様に形態学的
な解析を行う。 
３．腫瘍は細胞外微笑環境によって「教育」
を受け、性状が変化する可能性がある。そこ
で腫瘍塊から腫瘍細胞を採取し、細胞培養系
にて増殖速度等を検討した。 
研究Ⅱ．VcanG1 ドメインの Aサブドメインを
欠失した VcanΔ3/Δ3 マウスの解析 
VcanΔ3/Δ3胎児はE9.5~10.5に心形成不全によ
って胎生致死となるため、他の臓器・組織の
解析が不可能である。一方雑種系 VcanΔ3/Δ3

胎児は出生直前まで生存する。そこで雑種系
Vcan+/Δ3マウス同志を交配させ VcanΔ3/Δ3胎児
を獲得し、主として真皮の解析を行った。 
研究Ⅲ. 皮膚創傷治癒病態における Vcan の
役割とその作用機構 
生後約 6-8 週齢の Vcanflox/flox マウスに

Ad-Cre（サンプル群）あるいは Ad-GFP（対照
群）を皮膚欠損予定部とその周囲約 5 mm の
部分に皮内注射し、2 日後に 8 mm の生検ト
レパンを用いて皮膚全層欠損を創出した。 

1. 形態学的解析 
1) 翌日より創傷の治癒過程を肉眼的に観察
し写真撮影にて記録した。 

2) サンプル群と実験群とで有意差が出た時期
に、健常部を含めて組織を採取した。組織
を半切し、一方に対して X-Gal 染色を行い
Cre 酵素の発現を確認したのちホルマリン
固定しパラフィンブロックを作製した。も
う一方は半切後ただちに固定し同様にパラ
フィン包埋する。パラフィンブロックから
組織薄切標本を作製し、通常の染色（ヘマ
トキシリン・エオジン染色等）を行った。 

 
４．研究成果 
研究Ⅰ．腫瘍の増殖における宿主間質 Vcan
の機能 
マウス線維肉腫細胞株 QRsP11 を Ad-Cre と

共に Vcanflox/flox マウス皮下に移植すると、対
照群と比較して腫瘍塊は有意に増大してい
た。この差は肉眼的には腫瘍移植後 7日目よ
り明らかとなり、組織学的には対照群では腫
瘍細胞と宿主の線維芽細胞が混在し、一定の
コラーゲン線維が観察されるのに対し、
Ad-Cre 投与群では腫瘍塊はほぼ腫瘍細胞か
ら成りコラーゲン線維と線維芽細胞数は減
少していた。Ki67 免疫染色では、対照群と比
較して Ad-Cre 群において高い腫瘍細胞増殖
が確認された。移植後 14日目には Ad-Cre 群
で腫瘍血管の増生が目立っていた。腫瘍増殖
と血管新生の亢進に関与するシグナル経路
を探索したところ、宿主 Vcan 発現欠失によ
る ERK1/、TGFβ、VEGF 経路の亢進が確認さ
れた。ヒト Vcan の V3 バリアントを恒常的に
発現する QRsP11 細胞（QRsP11-V3）を作製し
た。同細胞が親株と同様の増殖速度を示すこ
とを確認した後、上記同様の移植実験を行っ
たところ、Ad-cre、Ad-GFP いずれの感染例で
もQRsP11-V3の腫瘍塊は親株の腫瘍塊より小
さかった。QRsP11-V3 の腫瘍間質にはヒト V3
が沈着し、コラーゲン線維と線維芽細胞が回
復していた。また Ad-GFP を感染させた対象
群ではQRsP11-V3で腫瘍塊は最も小さかった。
これら一連の結果から、１）宿主間質の Vcan
が腫瘍増殖を抑制すること、２）コラーゲン
線維を主体とするECMによる物理的障壁の維
持ならびに腫瘍増殖に関与するシグナル伝
達の制御の二点が作用機序として挙げられ
ること、３）上記の腫瘍増殖抑制効果を発揮
する Vcan の機能ドメインは G1-G3 であるこ
とがわかった（図 1）。 
 



 
図１．宿主 Vcan 発現を欠失させると QRsP11
腫瘍細胞塊は大きくなる。ヒト Vcan V3 を強
制発現させた QRsP11 細胞（Q+hV3）を用いて
同様の腫瘍移植実験を行うと宿主にて欠失
したマウス Vcan を置換するように ECM にヒ
ト V3 が沈着し同腫瘍塊は小さくなる。宿主
Vcan存在下ではQ+hV3の腫瘍塊はさらに小さ
くなる。なおVcan沈着とコラーゲン線維量、
線維芽細胞数は正の相関を示す。 
 
腫瘍塊から採取した腫瘍細胞を培養して

検討したところ増殖速度に有意差はみられ
なかった。このことは宿主間質に腫瘍細胞自
体の性状を変化させる機能はないことを示
している。 
本研究は細胞外環境の人為的操作による

腫瘍制御の可能性を示唆するものとして重
要である。 
研究Ⅱ．VcanG1 ドメインの Aサブドメインを
欠失した VcanΔ3/Δ3マウスの解析 
胎生期 VcanΔ3/Δ3 マウスの皮膚の解析を行

ったところ、Vcan 発現は VcanΔ3/Δ3マウスの
皮膚で低下しており胎生期の進行に伴って
発現減少は顕著となり P0では Vcan は殆ど検
出されなかった。P0 では真皮の細胞密度は低
くECMの構築も脆弱であったがコラーゲンの
沈着量は野生型と VcanΔ3/Δ3 とで有意な差は
みられなかった。真皮線維芽細胞を採取して
性状解析を行ったところ VcanΔ3/Δ3 ではコラ
ーゲン生合成能が低下し、TGFβの ECM の蓄
積と同シグナルの低下が観察された。マイク
ロアレイ解析を行ったところ、Early Growth 
Response (Egr) -2 と 4 の発現低下が観察さ
れた。両遺伝子は TGFβの下流に位置する遺

伝子であり、VcanΔ3/Δ3 線維芽細胞における
TGFβシグナルの低下を支持する。  
研究Ⅲ. 皮膚創傷治癒病態における Vcan の
役割とその作用機構 
生後約 6-8 週齢の Vcanflox/flox マウスに
Ad-Cre（サンプル群）あるいは Ad-GFP（対照
群）を皮膚欠損予定部とその周囲約 5 mm の
部分に皮内注射し、2 日後に 8 mm の生検ト
レパンを用いて皮膚全層欠損を創出した。創
作出後 3，5，7日に組織を採取して解析を行
った。Vcanflox/flox マウスの創は治癒の遷延傾
向がみられたが統計学的有意差は得られな
かった。Ad-cre の局所注入の位置に関して至
適条件の検討を行ったが技術的に困難であ
ると結論づけ、ウイルスを用いない Vcan cKO
系を用いて創傷治癒実験を行うこととした。 
当初予定していた「研究Ⅲ. 培養線維芽細胞
を用いたVcanの機能解析」、「研究Ⅳ. Vcan G3
ドメインに基づく ECM 複合体形成機構の解
析」は続行中である。  
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